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Resumen 
 
Evaluación de la actividad citotóxica, genotóxica y efecto 
sobre el ciclo celular de fracciones obtenidas a partir de la 
esponja marina Iotrochota birotulata 
  
de la Ossa, Andrés Mauricio1; López Ortiz, Juan B.1; Márquez, María Elena1; 
Martínez, Alejandro2 
 
1 Grupo de Investigación en Biotecnología Animal, Escuela de Biociencias, Universidad 
Nacional de Colombia sede Medellín. 
 
2 Grupo Productos Naturales Marinos, Instituto de Química, Universidad de Antioquia 
  
Los organismos marinos constituyen una fuente importante de sustancias bioactivas con 
estructuras novedosas y con propiedades biológicas y farmacológicas potenciales.En 
este trabajo se evaluaron los efectos citotóxicos, genotóxicos y sobre el ciclo celular con 
las pruebas de azul de Tripano, MTT, ensayos de clonación, intercambio de cromatides 
hermanas (ICH), ensayo cometa (SCGE) y función de acumulación respectivamente de 
dos fracciones  obtenidas de la esponja marina Iotrochota birotulata (clase: 
Demospongia) colectada en el Caribe Colombiano. Se evaluaron  diferentes 
concentraciones de las fracciones extraídas por métodos fisicoquímicos, para determinar 
su potencial efecto citotóxico, genotóxico y efecto sobre el ciclo celular en células CHO y 
Jurkat. Los resultados revelaron que las fracciones 5 y 6  presentaron citotoxicidad, 
genotoxicidad y efecto sobre el ciclo celular dosis dependiente y efectos diferentes entre 
la línea celular CHO y Jurkat. Este trabajo amplia el conocimiento de los recursos 
marinos colombianos y muestra la posibilidad de crecimiento en la bioprospección de 
sustancias con potencial biotecnológico.  
 
Agradecimientos  a Colciencias, por la financiación de esta investigación. 
 
Palabras clave: Organismos marinos, actividad biológica, bioensayos, líneas celulares. 
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Abstract 
 
Evaluation of cytotoxic activity, genotoxic and effect on cell 
cycle of fractions obtained from the marine sponge iotrochota 
birotulata 
 
de la Ossa, Andrés Mauricio1; López Ortiz, Juan B.1; Márquez, María Elena1; 
Martínez, Alejandro2 
 
1 Research Group Animal Biotechnology, School of Biosciences, National University of 
Colombia at Medellin 
 
2 Marine Natural Products Group, Institute of Chemistry, University of Antioquia 
 
Marine organisms are an important source of bioactive substances with novel structures 
with potential biological and pharmalogical properties. This study evaluated the cytotoxic, 
genotoxic and cell-cycle test Trypan blue, MTT, assay cloning, sister chromatid exchange 
(SCE), comet assay (SCGE) and accumulation function of two fractions respectively 
obtained from the marine sponge Iotrochota birotulata (class: Demospongia) collected in 
the Colombian Caribbean. The effects of different concentrations of the fractions 
extracted by physicochemical methods to determine their potential cytotoxic, genotoxic 
and effect on cell cycle in CHO cells and Jurkat. The results revealed that fractions 5 and 
6 showed cytotoxicity and effects on cell cycle and dose-dependent different effects 
between CHO and Jurkat cell line. This work extends the knowledge of Colombian marine 
resources and shows the possibility of growth in bioprospecting of substances with 
biotecnologiccal potential. 
 
Thanks to Colciencias, for funding this research. 
 
Keywords: Marine organisms, biological activity, bioassay, cell lines.  
 
C o n t e n i d o    | XI 
 
Contenido 
 
Pág. 
  
Resumen.......................................................................................................................................... IX 
Abstract ............................................................................................................................................. X 
Lista de figuras.............................................................................................................................. XIII 
Lista de tablas ................................................................................................................................ XV 
Abreviaturas ................................................................................................................................. XVII 
Introducción ...................................................................................................................................... 1 
1 Estado del arte ..................................................................................................................... IV3 
1.1 Potencial farmacológico de los organismos marinos. ............................................... 3 
1.1.1 Drogas antineoplásicas de productos naturales marinos. ................................ 4 
1.2 Características generales de las esponjas. ................................................................ 4 
1.3 Esponjas marinas y sus metabolitos secundarios. .................................................... 4 
1.3.1 Metabolitos secundarios en la especie Iotrochota birotulata. ........................... 7 
2 Metodología .............................................................................................................................. 8 
2.1 Materiales ......................................................................................................................... 8 
2.1.1 Toma de la muestra ................................................................................................ 8 
2.1.2 Obtención de las fracciones .................................................................................. 8 
2.1.3 Líneas celulares y condiciones de cultivo. ........................................................ 10 
2.2 Ensayos citogenéticos. ................................................................................................. 10 
2.2.1 Pruebas de citotoxicidad. ..................................................................................... 10 
2.2.2 Pruebas de genotoxicidad. .................................................................................. 12 
2.2.3 Evaluación del potencial efecto antiproliferativo ............................................... 13 
2.3 Análisis estadístico ........................................................................................................ 14 
3 Resultados ............................................................................................................................ 175 
3.1 Pruebas de citotoxicidad ............................................................................................ 175 
3.1.1 Prueba de viabilidad con azul de Tripano ....................................................... 175 
3.1.2 Prueba de citotoxicidad por el ensayo del MTT ............................................... 16 
3.1.3 Eficiencia de clonación de células CHO-K1 y Jurkat ....................................... 17 
XII | Evaluación de la actividad citotóxica, genotóxica y efecto sobre el ciclo celular de fracciones 
obtenidas a partir de la esponja marina Iotrochota birotulata 
 
 
3.2 Ensayos de genotoxicidad ........................................................................................... 19 
3.2.1 Intercambio de cromatides hermanas en células CHO-K1 y Jurkat .............. 19 
3.2.2 Ensayo cometa en células CHO-K1 y Jurkat .................................................... 20 
3.3 Efecto sobre el ciclo celular ......................................................................................... 20 
3.3.1 Función de acumulación en células CHO-K1 y Jurkat .................................... 20 
4 Discusión .............................................................................................................................. 223 
4.1 Citotoxicidad ................................................................................................................. 223 
4.2 Genotoxicidad ................................................................................................................ 24 
4.3 Efecto sobre el ciclo celular ......................................................................................... 24 
5 Conclusiones y recomendaciones .................................................................................. 3225 
5.1 Conclusiones .............................................................................................................. 3225 
5.2 Recomendaciones ......................................................................................................... 26 
Bibliografía .................................................................................................................................. 3627 
 
 
C o n t e n i d o    | XIII 
 
 
Lista de figuras 
 
Pág. 
 
Figura 3-1: Curvas de viabilidad mediante azul de Tripano en las líneas celulares CHO-
K1 y Jurkat, (a) tratadas con la fracción 5 y (b) la fracción 6. Viabilidad media de las 
fracciones 5 (c) y 6 (d)……………………………………………………………………….….15 
  
Figura 3-2: Curvas de viabilidad mediante MTT en las líneas celulares CHO-K1 y Jurkat, 
(a) tratadas con la fracción 5 y (b) la fracción 
6.….………………………………………………………………………………………………..16 
 
Figura 3-3: Citotoxicidad media (CI50) de las líneas celulares CHO-K1 y Jurkat, (a) 
tratadas con la fracción 5 y (b) la fracción 6.………………… ………………………………17 
 
Figura 3-4: : Eficiencia de clonación relativa de las líneas celulares CHO-K1 y Jurkat, (a) 
tratadas con la fracción 5 y (b) la fracción 6.…….……………………………………………17 
 
Figura 3-5: Eficiencia de clonación relativa de las líneas celulares CHO-K1 y Jurkat, (a) 
tratadas con la fracción 5 y (b) la fracción 6…………………………………………………18 
 
Figura 3-6: Eficiencia de clonación de células Jurkat.  Diferencia entre una colonia del 
control negativo (a) y un grupo de células que no alcanzaron a formar una colonia al ser 
tratadas con una de las fracciones de la esponja marina I. birotulata 
(b)………………………………………………………………………………………………….18 
 
Figura 3-7: Intercambio de Cromatides hermanas en celulas CHO-K1………………....19 
 
Figura 3-8: Efecto genotóxico de las fracciones 5 y 6 mediante el ensayo cometa en 
células CHO-K1 y Jurkat (estadísticamente significativo respecto al 
control)…………………………………………………………………………………………….20 
 
Figura 3-9: Función de acumulación de las líneas celulares CHO-K1 y Jurkat, (a) 
tratadas con la fracción 5 y (b) la fracción 6…………………………………………………..21
XIV | Evaluación de la actividad citotóxica, genotóxica y efecto sobre el ciclo celular de fracciones 
obtenidas a partir de la esponja marina Iotrochota birotulata 
 
 
C o n t e n i d o    | XV 
 
 
Lista de tablas 
 
Pág. 
 
Tabla 1-1: Productos de origen marino comercialmente disponibles y en desarrollo 
farmacológico………………………………………………………………………………………4 
 
Tabla 1-2: Compuestos Bioactivos Extraídos de esponjas marinas………………………5 
 
Tabla 3-3: Intercambio de cromatides hermanas (ICH), tiempo de generación en horas 
de las líneas celulares CHO-K1 y Jurkat, (a) tratadas con la fracción 5 y (b) la fracción 
6.………………………………………………………………….……………………………….19 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
XVI | Evaluación de la actividad citotóxica, genotóxica y efecto sobre el ciclo celular de fracciones 
obtenidas a partir de la esponja marina Iotrochota birotulata 
 
 
 
C o n t e n i d o    | XVII 
 
 
Abreviaturas 
 
Ara-a………….Vidarabina 
Ara-c………….Citarabina 
CI50…………………. Concentración inhibitoria 50  
ECA…………...Eficiencia de clonación relativa 
ECR…………...Eficiencia de clonación absoluta 
ICH.…………...Intercambio de cromatides hermanas  
IM………………Índice mitótico 
MMC…………...Mitomicina C 
SCGE………....Electroforesis de celulas individuales (por sus siglas en ingles)  
Tg……………...Tiempo de generación 
UV……………..Ultravioleta 
µg/ml…............Microgramos sobre mililitros 
XVIII | Evaluación de la actividad citotóxica, genotóxica y efecto sobre el ciclo celular de 
fracciones obtenidas a partir de la esponja marina Iotrochota birotulata 
 
 
  
Introducción 
 
La búsqueda de nuevos medicamentos contra el cáncer ha encontrado en las esponjas 
marinas nuevas alternativas farmacológicas debido a la gran variedad de efectos 
encontrados en los compuestos bioactivos producidos por ellas (Murray et al., 2007). Los 
medicamentos antitumorales específicos del ciclo celular incluyen drogas como el 
metotrexato, fluorouracilo y citarabina, los cuales actúan sobre células en proliferación, 
mientras que, los no específicos como los agentes alquilantes y cisplatino actúan 
independientemente del estado de proliferación. Los fármacos específicos del ciclo 
celular pueden ejercer una acción en fases específicas del ciclo celular, por ejemplo, la 
citarabina actúa en la fase S del ciclo celular, la bleomicina en la fase G2-M (Murray  et 
al., 2007) y otros como la colchicina, viblastina, vincristina y taxol antimitóticos (Nobil  et 
al., 2009).  
 
En las últimos décadas, las grandes compañías farmacéuticas han considerado los 
productos naturales, principalmente a los marinos como alternativa para la búsqueda de 
nuevos medicamentos (Belarbi et al., 2003; Carballeira y Pagn, 2000). Las 
investigaciones realizadas han demostrado que en los ecosistemas marinos hay mayor 
probabilidad de encontrar sustancias bioactivas de interés terapéutico (Wei et al., 2007). 
Comparativamente con los ecosistemas terrestres. Según estudios preclínicos realizados 
por el Instituto Nacional de Cáncer  de  EEUU,  cerca  del  1,8%  de  los  extractos  de  
origen  marino  mostraron  actividad antitumoral, frente a un porcentaje del 0,4 que se 
encontró en extractos de microorganismos y plantas de origen terrestre. Dentro de estos 
los que dieron resultados más prometedores fueron las esponjas, briozoos y tunicados 
los cuales han  generado  compuestos  que  están  en  estudios  preclínicos  avanzados  
(Mayer 2008). Colombia, por su posición geográfica y por el hecho de poseer costa sobre 
dos mares, goza de un gran potencial para implementar programas de  bioprospección y 
aprovechamiento de recursos marinos, los cuales se encuentran subexplorados (Valle et 
al., 2009). El golfo de Urabá es uno de los sitios que ha reportado alta diversidad de 
esponjas (Wulff, 2006) las cuales han mostrado ser fuente de diversos e interesantes 
compuestos nuevos, con potencial bioactivo como,  antiparasitaria, antibacteriana, 
antifúngica, inmunomoduladora y antitumoral, entre otras (Galeano y Martínez, 2007). 
 
Diversos estudios de la esponja Iotrochota birotulata han mostrado actividad citotóxica 
sobre tres líneas tumorales (Galeano y Martínez, 2007; Costantino et al, 1994;  Jiang, 
2008;  Li  et al., 2005; Luter et al., 2007) y se ha extraído el compuesto Jaspin B que 
induce apoptosis en células de melanoma al interferir en el metabolismo de las 
ceramidas (Salma  et al., 2009), sus extractos también han presentado inhibición 
enzimática (Brown et al., 2001, 2004; Zabala, 2008). Bajo estos precedentes, y con el fin  
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de probar el potencial antitumoral de esta esponja, se realizaron en el presente trabajo 
bioensayos que permitieron evaluar su actividad citotóxica, genotóxica y su efecto sobre 
el ciclo celular en dos líneas celulares: una establecida CHO-K1 de comportamiento 
normal y otra leucemoide  Jurkat.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
1 Estado del arte 
 
1.1 Potencial farmacológico de los organismos marinos. 
 
En los ecosistemas marinos se encuentra una gran biodiversidad de organismos 
animales, vegetales y microbianos en comparación a los hallados en los ecosistemas 
terrestres (Blunt  et al., 2007). Diversas investigaciones sobre productos naturales han 
demostrado que los organismos marinos son una fuente interesante de nuevos 
compuestos y posibles  rutas biosintéticas (Bergquist y Wells., 1983; Hooper et al., 1992). 
Esto ha llevado a que las investigaciones de productos naturales encuentren en estos 
organismos una gran variedad de estructuras con actividad biológica, que actualmente se 
encuentran comercialmente disponibles o en desarrollo farmacológico (Tabla 1-1) 
(Pedpradab 2010). Muchos de los compuestos hallados han demostrado múltiples 
acciones potencialmente útiles para algunas de las necesidades de la medicina actual, 
además parecen ser más promisorios que los compuestos obtenidos de otras fuentes por 
lo que se ha generado un interés muy especial en su estudio por parte de la industria 
farmacéutica con expectativas prometedoras  para el futuro. (Belarbi et al., 2003; 
Carballeira  y Pagn, 2000).  
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Tabla 1-1: Productos de origen marino comercialmente disponibles y en desarrollo 
farmacológico (Pedpradab 2010). 
 
Producto  Fuente  Aplicación  
Vidarabina (Ara-A) Cryptoethya crypta  Fármaco antiviral 
Citarabina (Ara-C) Cryptoethya cripta Fármaco anticáncer 
Cibrostatinas 1 y 2 Cribrochalina sp. Fármaco anticáncer 
Dibromohimenialdisina Stylotella aurantium Fármaco para la osteoartritis  
Discodermolida Discodermia disoluta Fármaco anticáncer 
Halichondrina B Halichondria okadai Fármaco anticáncer 
IPL576092 Petrosia contignata Fármaco antinflamatorio y para el asma 
KRN7000  Agelas mauritianus Fármaco anticáncer 
Manoalida Luffariella variabilis 
 Marcador molecular, inhibidor de la fosfolipasa 
A2 
Manoalida  Luffariella variabilis  Fármaco antinflamatorio y para la psoriasis 
 
Dentro de los organismos marinos se ha encontrado que las esponjas producen 
metabolitos particulares con importantes  aplicaciones farmacéuticas dentro de los cuales 
se destacan compuestos anticancerígenos e inmunomoduladores (Carballeira  y  Pagn, 
2000). Los compuestos bioactivos han sido detectados con mayor frecuencia en las 
esponjas marinas que en otros organismos marinos posiblemente, por que son los 
animales multicelulares más primitivos (700-800 millones de años) de existencia y a su 
gran diversidad, con aproximadamente, 15.000 especies, de las cuales el 99% son 
marinas (Carballeira y  Pagn, 2000 .; Wulff, 2006). 
 
1.1.1 Drogas antineoplásicas de productos naturales marinos. 
 
Dado el potencial farmacológico de estos compuestos, se requiere verificar con pruebas 
in vitro e in vivo su actividad biológica, lo mismo que su seguridad toxicológica con 
posibilidades de utilización como medicamento en seres humanos. A este respecto, la 
Organización Económica de Cooperación y Desarrollo (OECD) y la Conferencia 
Internacional de Armonización de Requerimientos Técnicos para el Registro de 
Productos Farmacéuticos de uso humano (ICH) han establecido pruebas estándares de 
citotoxicidad, genotoxicidad, efectos sobre el ciclo celular, como; el ensayo del MTT, 
coloración vital por azul de tripano, eficiencia de clonación, intercambio de cromatides 
hermanas, el ensayo cometa, función de acumulación, entre otros, requeridos para la 
evaluación y aceptación internacional de fármacos (Mayer  et al., 2011). 
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1.2 Características generales de las esponjas. 
 
Las esponjas son invertebrados acuáticos morfológicamente simples que se encuentran 
ubicados evolutivamente en escalas inferiores y presentan vida sésil con hábitos 
alimenticios filtradores, se estima su aparición  entre 700-800 millones de años con una 
gran  diversidad cercana a 15.000 especies de las cuales el 99% son marinas . (Wulff  
JL, 2006). Las esponjas marinas contribuyen de manera importante en la comunidad 
bentónica debido a su abundancia y diversidad en todas las latitudes desde los polos 
hasta los trópicos encontrándose en este último una mayor abundancia, distribución y 
diversidad de especies. Las esponjas marinas presentan un sistema de defensa único, 
fundamentado en la elaboración de metabolitos secundarios con efectos biológicos de 
alta especificidad y mayor potencia para equilibrar la disolución a la que tiene que 
enfrentar del medio acuoso en que habita, esta defensa química las protege de posibles 
predadores, patógenos y epibiontes o para competir por espacios con otros organismos y 
para atraer especies determinadas de hongos y/o bacterias que son simbióticos sobre o 
dentro de su cuerpo. Las esponjas marinas se catalogan taxonómicamente en tres clases 
de acuerdo al tipo de espículas: Hexactinellida, Desmospongia y calcárea. 
 
1.3 Esponjas marinas y sus metabolitos secundarios. 
 
Los organismos marinos más reconocidos en cuanto a producción de metabolitos 
secundarios son; cnidarios, poríferos y tunicados. Estos metabolitos les sirven como 
armas químicas sobre potenciales competidores del espacio, los protege de predadores y 
parásitos, así como también les permite competir de manera efectiva en ecosistemas 
densamente poblados. Estas pueden ser razones que explican que las esponjas 
constituyen el mayor reservorio de compuestos bioactivos promisorios, de las cuales se 
han aislado más de 4000 compuestos con gran variedad de estructuras y actividad 
biológica (Tabla 1-2) (Dunlap et al., 2007; Kuramoto et al., 2008; Zea, 2008; Rodrigez, 
2010). 
 
Tabla 1-2: Compuestos Bioactivos extraídos de esponjas marinas (Belarbi 2003, Aiub 
2006, Blunt 2006, Bartolotta 2009, Bohlin 2010) 
 
Esponja Compuesto Propiedades 
Theonella sp.  Koshikamide B  Citotóxico  
Dolabella auricularia Compuesto sin identificar Citotóxico  
Aplysia kurodai Aplyronines A-H  Altamente citotóxica 
Jaspis aff.johnstoni  Chloriolina B Antitumor 
Dysidea sp. Tetrabromo-difenil éter  Citotóxico, antibacterial 
Dysidea avara  2-metiltio-1-4-naptoquinona Antiangiogénica,  
    Antimicrobial 
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Tabla 1-2: (Continuación) 
   
Esponja Compuesto Propiedades 
Ircinia fasciculata Sorbicilactona A Antileucemica, anti HIV  
Spongia sp. 3-hidroxiroridina E  Antileucemica, antitumor  
Hyrtios sp. Asperazine Antileucémica, citotóxico, 
  Malformin C Antitumor 
Fascaplysinopsis reticulate Bromo-alterochromide A Citotóxico  
Ptilocaulis trachys Majusculamide C  Antifúngico  
Axinella sp. Efrapeptin E Citotóxico, antibacterial 
Axinella verrucosa Oxaline Anti-proliferativo 
  Communesin B  Antileucémico 
Axinella damicornis  Bicoumanigrin Anticáncer, citotóxico 
  Aspernigrin B  Neuroprotector 
Halichondria okadai  Alteramide A  Anticáncer, Citotóxico 
  Trichodenone A  Antileucémico, citotóxico 
Halichondria panacea 
1-O-acil-3-[R-
glucopiranosil-(1- Antitumoral 
  3)-(6-O-acil-R-manno- 
   piranosil)]-glicerol    
Halichondria japonica  Gymnostatin A  Antileucémica,   
  Gymnostatin B  citotóxico, anti-cáncer 
Acanthella acuta  GG11 Antitumoral 
Petrosia sp.  Fellutamide C Citotóxico 
Acanthostrongylophora sp. Manzamine A Antitumoral 
    Antimalaria 
Homophymia sp. 2-undecen-1´-il-4-quinolona Citotóxico 
  
2-nonil-4-hidroxi-quinoline 
N- 
   Oxido   
Theonella swinhoei  Swinholide A  Citotóxico  
Zyzzya sp. Brocaenol A  Citotóxico  
Ectyoplasia ferox Epoxiphomalin A  Antitumor  
  Trochodermol Anticáncer 
  8-deoxytrichothecin Anticáncer 
Mycale plumose 1,5-Diazacyclohenicosane Citotóxico 
  Metaciclo-prodigiosin  Anticáncer 
  Undecil-prodigiosin Anticáncer 
  (S)-2,4-dihidroxi-1-butil(4- Antitumor 
  hidroxi)-benzoato  
   Fructigenin A  Antitumor 
  Aurantiomide B  Citotóxico  
  Aurantiomide C Citotóxico  
Pseudoceratina purpurea Destruxin A  Antitumor 
Leucetta microraphis Leucamide A Antitumor  
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La inmensa cantidad de metabolitos secundarios presentan toxicidad o inhiben vías 
metabólicas y pueden unirse de manera específica a blancos proteicos intracelulares y 
de la membrana de eucariotas incluyendo quinasas, telomerasas, proteasas y bombas 
iónicas, estos mecanismos de acción pueden actuar sinérgicamente llevando a la célula 
a la no formación de compuestos de membrana como fosfolípidos, apoptosis o 
bloqueando la división celular, un proceso fundamental cuando se trata de encontrar un 
compuesto anticancerígeno (Yamada, 2010). Diferentes especies marinas producen 
depsipéptidos, sesquiterpenos, ergosteroles, alcaloides, compuestos halogenados, entre  
otros que son compuestos simples y han mostrado propiedades anticancerígenas, por lo 
tanto se convierten en agentes promisorios en el establecimiento de nuevos 
medicamentos con fines quimioterapéuticos (Doyen et al., 2011).  
 
1.3.1 Metabolitos secundarios en la especie Iotrochota birotulata. 
 
La esponja marina Iotrochota birotulata (I. birotulata) de la clase Desmospongiae es una 
especie tropical que crece en expansión o posición vertical con ramificaciones de hasta 
50 cm, de consistencia dura, color negro con manchas verdes longitudinales y de vez en 
cuando completamente de color amarillo verdoso. Su distribución va desde el sur de la 
Florida hasta Venezuela y el sur de Brasil, cuando se presiona segrega un exudado de 
color púrpura oscuro. De esta especie se ha caracterizó el compuesto 1,3-dibromo-5-{2-
[(p-hydroxyphenyl)-acetamido]ethyl}-2-[3-(3-methyl-2-butenamido)-propoxy] benzene,  
derivado de la bromotirosina (Márquez et al., 2011), reportado previamente por 
Constantino et al (1994), pero no existían estudios sobre su actividad biológica. 
Actualmente se evalúan el posible potencial farmacológica de este compuesto con 
diferentes líneas celulares (Márquez et al., 2011).  
 
De la  esponja marina I. birotulata se obtuvieron los extractos diclorometanóico y 
etanólico; de este último extracto se aislaron siete fracciones. Tanto los extractos como 
las fracciones fueron evaluados con tres líneas cancerígenas humanas: A-549 
(carcinoma de pulmón), HT-29 (adenocarcinoma de colon) y MDA-MB-231 (carcinoma de 
mama) a tres concentraciones 1, 5 y 25 µg/ml. El extracto etanólico no afecto 
significativamente el crecimiento de las células tumorales derivados de colon y mama, 
pero redujo el crecimiento de células tumorales derivadas de pulmón en un 40 % a la 
concentración   5µg/ml. El extracto diclorometanóico (5 µg/ml) redujo el crecimiento de 
células tumorales derivadas de mama, colon y pulmón en un 70 %, 60 % y 50 %  
respectivamente. Estos resultados, muestran una inhibición del crecimiento celular 
dependiente de la dosis. Las fracciones 3, 4 y 5 obtenidas del extracto etanólico 
mostraron una gran actividad (Márquez et al., 2011). 
 
Se ha evidenciado que los extractos en solución de etanol y agua (1:1) de la esponja I. 
birotulata afecta la fosforilación de la enzima ERK la cual participa en la cascada de 
señalización  de quinasas reguladas por señales extracelulares MAP/ERK de células 
SW-13 de carcinoma adrenal humano (Brown et al., 2001). De la misma esponja se ha 
reportado el aislamiento de compuestos ecdysteroides (Constantino et al., 2000) y 
compuestos yodados derivados de la bromotirosina (Constantino et al., 1 994). 
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La esponja I. birotulata ha mostrado bioactividad en extractos de diferentes polaridades  
(Galeano y Martínez,  2007; Costantino et al., 1994; Jiang, 2008; Li et al., 2005) como 
citotoxicidad (Luter  et al., 2007), de ella se ha extraído el compuesto Jaspin B el cual 
induce apoptosis en células de melanoma al interferir en el metabolismo de las 
ceramidas (Salma et al., 2009). De otra parte, sus extractos también han presentado 
actividad de inhibición enzimática (Brown  et al., 2001, 2004; Zabala, 2008). Además 
algunas fracciones de ácidos grasos de esponjas dentro de las que se incluye I. birotulata 
del Golfo de Urabá han presentado actividad antitumoral (Márquez et al., 2011). el 
presente trabajo se realizaron ensayos biodirigidos de citotoxicidad, genotoxicidad y 
efecto sobre el ciclo celular en una línea establecida y otra transformada a partir de dos 
fracciones de ácidos grasos de la esponja marina I. birotulata.  
 
  
 
2 Metodología 
 
2.1 Materiales 
 
2.1.1 Toma de la muestra 
 
La esponja marina I. birotulata fue colectada por  el Biólogo Marino Diego Valderrama en  
el costado noroccidental del Golfo de Urabá en el sur del Mar Caribe a una profundidad 
comprendida entre los 15-21 m en Julio de 2006 e identificada por el Dr. Sven Zea. Bajo 
condiciones adecuadas la muestra fue enviada al Laboratorio de Productos Naturales 
Marinos de la Universidad de Antioquia donde se llevo a cabo la obtención de las 
fracciones.  
 
2.1.2 Obtención de las fracciones 
 
La muestra  húmeda fue cortada en trozos de aproximadamente 3 x 3 cm, extraída con 
solventes de diferente polaridad (etanol y diclorometano) (Márquez et al., 2011) así: 
exhaustivamente se extrajo la muestra de esponja hasta desaparecer el color, se filtró el 
extracto  y se evaporó con presión reducida y agitación constante a una temperatura 
inferior a 40 °C. Los extractos se almacenaron a 4 °C  en condiciones de oscuridad. Al 
extracto etanólico se le hizo un fraccionamiento cromatográfico utilizando sílica gel en 
fase reversa (C18). Las fracciones obtenidas se concentraron bajo presión reducida y 
agitación constante a una temperatura inferior a 30 °C, disueltas con metanol y 
diclorometano de acuerdo a su solubilidad, posteriormente, se rotularon, se llevaron a 
deshidratación y fueron almacenadas bajo refrigeración. Luego se les hicieron ensayos 
de citotoxicidad y la fracción más activa (citotóxica) se sometió a fraccionamiento por 
cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) hasta obtener las fracciones enriquecidas. 
Las fracciones rotuladas con el código 7-61214-5 y 7-61214-6 fueron enviadas al 
Laboratorio de Biotecnología Animal de la Universidad Nacional sede Medellín, donde se 
les asignó el código 5 y 6 respectivamente, allí, fueron disueltas en hexano y medio RPMI 
1640 para realizar los estudios de citotoxicidad, genotoxicidad y efecto sobre el ciclo 
celular.
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2.1.3 Líneas celulares y condiciones de cultivo. 
 
Los experimentos se realizaron a partir de cultivos en estado exponencial de las líneas 
celulares CHO-K1 y Jurkat (ATCC TIB-152) propagados de manera rutinaria en medio 
RPMI 1640 (SIGMA), suplementado con 5% de suero bovino fetal (GIBCO). Los cultivos 
celulares se incubaron a 37ºC en atmósfera húmeda >95% y 5% CO2.  Los subcultivos se 
realizaron sembrando 2x105 células en frascos de cultivo T25, bajo las mismas 
condiciones anteriormente descritas, hasta obtener los cultivos en crecimiento 
exponencial. Bajo estas condiciones se evaluaron los efectos citotóxicos, genotóxicos y 
sobre el ciclo celular de los tratamientos de las fracciones 5 y 6 de la esponja marina I. 
birotulata a diferentes concentraciones y que fueron mantenidos durante un periodo de 
generación en los cultivos celulares. 
 
2.2 Ensayos citogenéticos. 
 
2.2.1 Pruebas de citotoxicidad. 
 
 Coloración vital de azul de Tripano: este ensayo fue desarrollado según (Vadhana 
et al., 2011).     
 
Este ensayo permitió evidenciar integridad de membrana haciendo distinción entre 
células viables y no viables, estas últimas incorporaron el colorante azul de Tripano 
tomando una coloración diferencial que se  visualizó y evaluó por recuento en cámara de 
Neubauer en microscopio.  
 
Para el recuento, se diluyó una concentración celular  proveniente de un cultivo tratado 
con las fracciones 5 o 6 de la esponja marina I. birotulata correspondientemente en 
proporción 1:1 con azul de Tripano al 0,4% e incubado por 3 minutos a 37°C en 
atmósfera húmeda al  5% de CO2. Con micropipeta se tomó 20µl de la disolución celular 
con azul de Tripano y se llevó a la cámara de  Neubauer (hemocitometro) para hacer 
conteo de células viables e inviables en microscopio óptico. Se midió el porcentaje de 
viabilidad como: 
                    
             
               
     
 
El ensayo esta basado en la capacidad de la mitocondria en convertir el bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2-5-difeniltetrazol  (MTT) de color amarillo en formazán de color  
púrpura a través de la enzima succinato deshidrogenasa. (Ovadje et al., 2011; Park et al., 
2011; Umar-Tsafe et al., 2004). 
 
Para la evaluación de citotoxicidad por este método se emplearon cultivos celulares con 
viabilidad superior al 95%. En platos de cultivo de 96 pozos se sembraron 6000 y 8000 
células para la línea Jurkat y CHO-K1 respectivamente teniendo en cuenta un volumen  
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final de suspensión de 100 µl. El tiempo de establecimiento fue de 48 horas, posterior a 
ello se adicionó y mantuvo el tratamiento durante 20 horas, ambos periodos se 
mantuvieron bajo condiciones de cultivo descritas en el numeral 2.1.3.  Cuatro horas 
antes del cumplimiento del tiempo de tratamiento se adicionó MTT (5mg/ml), al finalizar 
este periodo, se agregó 100µl de isopropanol ácido a cada pozo y los platos de cultivo se 
dejaron en planchas de agitación orbital por un tiempo superior a 3 horas para la 
disolución de los cristales de formazan formados. Seguido a esto, se realizó la lectura de 
los platos usando un espectrofotómetro (Multiskan- Specttrum, Thermo Scientific) a una 
longitud de onda de 560nm. La evaluación de las fracciones 5 y 6 de I. birotulata se 
realizó usando 10 concentraciones diferentes por triplicado sobre cada una de las líneas 
celulares.  
 
El porcentaje de Viabilidad se obtuvo con la siguiente formula: 
 
                
                   
                  
     
DO: Densidad óptica y absorbancia 
 
 Eficiencia  de clonación 
 
Para llevar a cabo este ensayo se emplearon cultivos celulares en fase exponencial y con 
viabilidad superior al 95%. En platos de cultivo de 12 pozos se sembraron 30.000  células 
de cada una de las  líneas celulares Jurkat y CHO-K1 teniendo en cuenta un volumen  de 
suspensión final de 1.5 ml. El tiempo de establecimiento fue de 48 horas, posterior a ello 
se adicionó y mantuvo el tratamiento durante 20 horas, ambos periodos se mantuvieron 
bajo condiciones de cultivo descritas en el numeral 2.1.3. 
 
Los cultivos tratados de la línea celular CHO-K1 fueron tripsinizados (tripsina 0.05% 
GIBCO) y transferidos a tubos cónicos de 15ml; posteriormente, se centrifugaron a 
2400rpm durante 5 minutos para retirar el sobrenadante donde está disuelto el 
tratamiento. A partir de un recuento celular de estos cultivos, se sembró, en placas de 
cultivos de 6 pozos un estimado de 200 células por pozo en un volumen de suspensión 
final de 2.5ml de medio suplementado con suero fetal bovino al 5%, los cultivos fueron 
mantenidos  a 37ºC  en  atmósfera húmeda y al  5% de CO2.  El  solvente hexano <1% 
en  medio  de cultivo se utilizó como control. Para realizar el conteo de las colonias 
después de seis  días  de  incubación,  fue  necesario  realizar  una fijación con metanol: 
ácido acético en proporciones 3:1 y una tinción  con  cristal  violeta 0.5% disuelta en agua 
destilada. En el conteo se consideraron como colonias aquellas que contaban con  un 
número igual o mayor a 50  células. Los  resultados  se  expresaron  como  porcentaje  
de eficiencia de clonación absoluta (ECA) y relativa (ECR) para cada tratamiento. 
 
Los cultivos tratados de la línea celular Jurkat fueron transferidos a tubos cónicos de 
15ml; posteriormente, se centrifugaron a 2400rpm durante 5 minutos para retirar el 
sobrenadante donde está disuelto el tratamiento. A partir de un recuento celular de estos 
cultivos, se sembró, en placas de cultivos de 6 pozos un estimado de 300 células por 
pozo en un volumen de suspensión final de 2.5 ml de medio RPMI 1640 – semisólido 
(Agar 0.3%) suplementado con suero fetal bovino al 5%, los cultivos fueron mantenidos   
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a 37ºC  en  atmósfera húmeda y al  5% de CO2 durante nueve días.  El  solvente hexano 
<1% en  medio  de cultivo se utilizó como control. Se utilizó una cuadrícula en 
microscopio invertido para realizar el conteo de las colonias. Se consideraron como 
colonias aquellas que contaban con  un número igual o mayor a 50  células. Los  
resultados  se  expresaron  como  porcentaje  de eficiencia de clonación absoluta (ECA) 
y relativa (ECR) para cada tratamiento. 
 
    
                   
                           
     
 
    
                   
                        
     
 
2.2.2 Pruebas de genotoxicidad. 
 
 Intercambio de cromatides hermanas (ICH) 
 
Es una técnica citogenética fundamentada en la evidencia del mecanismo de reparación 
por recombinación homóloga (G2-M). Cada intercambio entre las cromátides hermanas 
es la evidencia de una lesión sobre el material genético que fue o no correctamente 
reparada (Figura 3-11). Esta técnica consiste en cambiar la estructura química de un 
cromosoma incorporando un análogo de la Timidina, durante dos ciclos, denominado 5-
bromo-2-deoxiuridina (Federico  et al., 2011; Gonzáles  et al., 2007; Khabour et al., 2011; 
Soloneski  y Larramendy, 2010). Es la técnica de más alta sensibilidad a nivel de 
genotoxicidad.  
 
Para le evaluación del efecto genotóxico de las fracciones 5 y 6 de la esponja marina 
I.birotulata se cultivaron en placas de cultivo de 6 pozos y por duplicado 50.000 células 
de las líneas CHO-K1 respectivamente durante 68 horas bajo las condiciones descritas 
en el numeral 2.1.3. Durante este periodo, se agregó BrdU (1mg/ml) y se dejó actuar 
durante 36 horas para CHO-K1 y 48 horas para Jurkat. El tratamiento se adicionó 20 
horas antes de la cosecha en cada uno de los dos sistemas celulares. El bloqueo mitótico 
se realizó agregando Colcemid (0.2µg/ml) 4 horas antes de la cosecha para las células 
CHO-K1 y 2 horas antes para las células Jurkat.  
 
Finalmente se obtuvieron extendidos cromosómicos mediante la técnica de goteo en  
placa  húmeda tratando las células con  solución hipotónica  de  citrato  de  sodio  al  
0,7%  y centrifugación a  2400 rpm  durante  5  minutos.  Posteriormente  se  fijaron  dos 
veces con una solución de metanol/ácido acético en proporción 3:1 y se gotearon en 
portaobjetos  pre-lavados y  pre-enfriados.  La tinción  de  las  células se realizó con  
Giemsa  al  5%  durante  10  minutos.  Las  placas  obtenidas se observaron al 
microscopio con objetivo 100X y se contaron aproximadamente 100 células por 
tratamiento diferenciando ciclos en las células mitóticas en campos escogidos al azar y 
sin agregados celulares. El  número  de  intercambios  de  cromátides  hermanas  (ICH)  
fueron contadas  en    metafases  de  segundo  ciclo. Los  resultados  fueron  expresados 
como la frecuencia de ICH por metafase. 
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 Ensayo cometa 
 
El ensayo cometa o electroforesis en gel de células individuales es una técnica altamente 
sensible, rápida y económica que permitió evaluar el daño de cadena sencilla y doble del 
ADN a nivel de células individuales.  
Para la evaluación del efecto genotóxico de las fracciones 5 y 6 de la esponja marina 
I.birotulata en los 2 sistemas celulares se emplearon cultivos en fase exponencial, los 
cuales fueron llevados a centrifugación a 2400rpm durante 5 minutos para su 
concentración, recuento y evaluación de viabilidad;  posterior a ello se estimó un número 
de 10.000 y 100.000 células para Jurkat y CHO-K1 respectivamente que fueron 
trasferidas a un tubo Eppendorf en un volumen final de 250 µl incluyendo 50 µl del 
tratamiento a la concentraciones medias halladas por azul de Tripano. El tratamiento se 
evaluó durante 6 horas manteniendo los cultivos bajo condiciones enunciadas en el 
numeral 2.1.3. Como control positivo se trataron los cultivos celulares con peróxido de 
Hidrógeno a una concentración de 50 µM y como control solvente con hexano a una 
concentración < 1 %. Una vez trascurrido el tiempo de tratamiento los cultivos fueron 
centrifugados nuevamente a 2400rpm por 5 minutos, el botón celular fue resuspendido 
en PBS y agarosa de bajo punto de fusión 5% (LMA) y servidas sobre láminas base 
preparadas previamente con agarosa de punto de fusión normal 1% (NMA). Las células 
embebidas en agarosa fueron sometidas a lisis entre 14 y 16 horas, a tratamientos con 
sales y sometidas a electroforesis horizontal en medio básico (pH 13) durante media hora 
a 25V y 300mA durante 20 minutos. Seguidamente, las placas fueron neutralizadas con 
una solución de tris al 0,05% en agua destilada y deshidratadas con metanol para su 
tinción con Bromuro de Etidio 0,02mg/ml.  (Azqueta et al., 2011; García  et al., 2011; Lee 
y  Steinert,  2004;  Singh y McCoy, 1988; Vadhana et al., 2011; Zhang LJ et al., 2011). 
Los resultados fueron visualizados en microscopio de Fluorescencia (Carl Zeiss) con un 
aumento de 40X. Se capturaron imágenes con cámara Sony DSC-S85 para un total de  
campos al azar y un total de 100 células por tratamiento para su análisis usando el 
software Comet-Score®. 
 
2.2.3 Evaluación del potencial efecto antiproliferativo 
 
La función de acumulación permitió realizar una curva de índice mitótico durante un ciclo 
celular usando un bloqueo con antimitótico. El comportamiento de la pendiente de la 
curva permitió para detectar el alargamiento o acortamiento del tiempo de generación. 
(Punk y Steffen, 1963).  
La  función  de  acumulación  se  evaluó  por  duplicado  usando cultivos en fase 
exponencial y que fueron tratados durante 20 horas con las fracciones 5 y 6 para las 2 
líneas celulares CHO-K1 y Jurkat bajo las condiciones descritas en el numeral 2.1.3. una 
vez finalizado este periodo, los cultivos fueron lavados con medio RPMI 1640 (SIGMA) y 
renovados con medio suplementado con suero fetal bovino 5%. El índice mitótico fue 
evaluado induciendo un bloqueo con Colcemid 0,2µg/ml cada 2 horas durante un tiempo 
de generación correspondiente a 16 y 18 horas para CHO-K1 y Jurkat respectivamente y   
obteniendo extendidos cromosómicos usando la técnica de goteo en placa húmeda  en la 
metodología de ICH. 
Le evaluación del índice mitótico se realizó en microscopio con objetivo de 40X contando 
2000 células para cada tratamiento y tiempo de exposición al antimitótico en campos al 
azar  y sin agregados celulares, diferenciando células en  mitosis  (M)  de células   
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interfásicas. El índice mitótico (IM) se estimó como la relación porcentual entre las células 
mitóticas y células totales (mitóticas  más interfásicas)  
  
   
                
               
     
 
Finalmente se graficó la función Log(1+IM) vs. Tiempo de exposición a Colcemid, para 
determinar la función de acumulación y efecto en el ciclo celular. 
 
2.3 Análisis estadístico 
  
Los datos obtenidos de los experimentos de viabilidad, proliferación celular,  eficiencia de 
clonación, índice mitótico, Intercambio de Cromatides Hermanas y el ensayo cometa 
fueron tabulados, procesados y graficados en Excel, y analizados estadísticamente 
mediante el programa Statgraphics. Se aplicaron pruebas de regresión lineal,  ANOVA de 
una vía y se  midió el contraste entre los grupos evaluados con el test de Bonferroni para 
el ensayo cometa. El nivel de decisión de las pruebas de significancia fue 0.05.  
  
3 Resultados 
 
3.1 Pruebas de citotoxicidad 
 
3.1.1 Prueba de viabilidad con azul de Tripano 
 
Los resultados mostraron que las fracciones 5 y 6 de  la esponja marina I. birotulata con 
las células CHO-K1 disminuyeron la viabilidad a una  dosis media de 50 µg/ml y 70 µg/ml 
respectivamente mientras que las células Jurkat tratadas con las mismas fracciones 
disminuyeron su viabilidad media con una dosis de 35 µg/ml y 55 µg/ml respectivamente 
(Figura 3-1). 
 
Figura 3-1: Curvas de viabilidad mediante azul de Tripano en las líneas celulares CHO-
K1 y Jurkat, (a) tratadas con la fracción 5 y (b) la fracción 6. Viabilidad media de las 
fracciones 5 (c) y 6 (d). 
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 (c) (d) 
 
3.1.2 Prueba de citotoxicidad por el ensayo del MTT 
 
Los resultados del MTT se graficaron como curvas de viabilidad para determinar la 
tendencia del efecto de las concentraciones de las fracciones 5 y 6 de la esponja marina 
I. birotulata  sobre la línea celular CHO-K1 y Jurkat (Figura 3-2). Finalmente se 
determinaron las (CI50) por la prueba estadística de regresión lineal con un nivel de 
significancia del 95% (Figura 3-3). 
 
Figura 3-2: Curvas de viabilidad mediante MTT en las líneas celulares CHO-K1 y Jurkat, 
(a) tratadas con la fracción 5 y (b) la fracción 6. 
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Figura 3-3: Citotoxicidad media (CI50) de las líneas celulares CHO-K1 y Jurkat, (a) 
tratadas con la fracción 5 y (b) la fracción 6. 
 
(a) (b) 
 
3.1.3 Eficiencia de clonación de células CHO-K1 y Jurkat 
 
La figura 3-4 resume los resultados de la pruebe de eficiencia de clonación relativa (ECR) 
obtenidas en células CHO-K1 tratadas durante 16 horas(Figura 3-5) y las Jurkat 18 
horas(Figura 3-6) con las diferentes concentraciones de las fracciones 5 y 6 de la 
esponja marina I. birotulata.  
 
Figura 3-4: Eficiencia de clonación relativa de las líneas celulares CHO-K1 y Jurkat, (a) 
tratadas con la fracción 5 y (b) la fracción 6. 
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Figura 3-5: Eficiencia de clonación relativa de las líneas celulares CHO-K1 y Jurkat, (a) 
tratadas con la fracción 5 y (b) la fracción 6 
 
 
Figura 3-6: Eficiencia de clonación de células Jurkat.  Diferencia entre una colonia del 
control negativo (a) y un grupo de células que no alcanzaron a formar una colonia al ser 
tratadas con una de las fracciones de la esponja marina I. birotulata (b) 
 
(a) (b)
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3.2 Ensayos de genotoxicidad  
 
3.2.1 Intercambio de cromatides hermanas en células CHO-K1 y 
Jurkat 
 
La (Tabla 3-3) muestra en negrita el índice  de  intercambio  entre  cromátides  hermanas  
como medida indirecta para evaluar el efecto genotóxico de las fracciones y el tiempo de 
generación en horas. 
 
Tabla 3-3: Intercambio de cromatides hermanas (ICH), tiempo de generación en horas de 
las líneas celulares CHO-K1 y Jurkat, (a) tratadas con la fracción 5 y (b) la fracción 6. 
 
 
 
⃰ Tratamiento línea celular CHO 
† Tratamiento línea celular Jurkat 
 
Figura 3-7: Intercambio de Cromatides hermanas en celulas CHO-K1 
 
 
CHO Jurkat CHO Jurkat CHO Jurkat CHO Jurkat CHO Jurkat CHO Jurkat CHO Jurkat CHO Jurkat
Control medio 0 0 4 0 3 33 89 27 2 0 2 23 5.5 8.1 18.2 35.7
Control hexano 0 0 4 0 4 20 87 20 3 0 2 14 5.4 9.2 18.2 35.7
Control MMC 0 0 0 15 0 9 35 23 0 0 8 1 13.5 14.2 16.4 37.2
5 (*36 y †6 µg/ml) 0 0 0 10 0 43 0 14 0 0 0 15 0 12.9 0 53.6
6 (*40 y †32 µg/ml) 0 24 1 0 1 66 39 22 1 0 2 0 9.3 18.3 17.2 75
Tratamientos 1 2 ≥ 3
ICH 
2do Ciclo
 Tg (hrs)
Número de células mitoticas por ciclo
0,5
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3.2.2 Ensayo cometa en células CHO-K1 y Jurkat 
 
Mediante el programa Statgraphics® se midió la variabilidad entre grupos de tratamientos 
y su control negativo mediante una ANOVA de una vía con una confiabilidad del 99%  
(p<0.01) y el test de Bonferroni fue utilizado para medir el contraste entre los grupos 
evaluados dando como resultado una diferencia estadísticamente significativa entre los 
tratamientos y el control negativo como se puede observar en la figura 3-8. 
 
Figura 3-8: Efecto genotóxico de las fracciones 5 y 6 mediante el ensayo cometa en 
células CHO-K1 y Jurkat (estadísticamente significativo respecto al control) 
  
 
 
3.3 Efecto sobre el ciclo celular 
 
3.3.1 Función de acumulación en células CHO-K1 y Jurkat 
  
La figura 5 muestra los resultados para determinar el efecto en el ciclo celular de las 
líneas celulares CHO-K1 y Jurkat tratadas 16 y 18 horas respectivamente, la figura 4 (a) 
y (b) muestra que no hay diferencia significativa en el índice mitótico (IM) del control 
solvente respecto al control negativo, mientras las fracciones 5 y 6 de la esponja marina 
I. birotulata demuestran en la línea celular CHO-K1 y Jurkat una disminución del (IM)  
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presentándose un alargamiento en el ciclo celular, afectando citostaticamente a las 
células CHO-K1 en el inicio de la fase de síntesis, mientras que, a las células Jurkat la 
fracción 5 y 6 afectaron citostaticamente en la fase de síntesis, presentándose una 
diferencia así; la fracción 5 mostró un efecto marcado en la mitad de la fase mientras que 
la fracción 6 mostró su efecto al inicio de la fase. 
 
 (a) 
 
 (b) 
  
Figura 3-9: Función de acumulación de las líneas celulares CHO-K1 y Jurkat, (a) tratadas 
con la fracción 5 y (b) la fracción 6. 
 
Nota: todos los experimentos realizados fueron hechos sin activación metabólica.
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4 Discusión 
 
4.1 Citotoxicidad 
 
Mediante la exclusión vital del colorante azul de Tripano se encontró que la fracción 5 
tiene  una disminución de la viabilidad media de 50 µg/ml y 35 µg/ml sobre las líneas 
celulares CHO-K1 y Jurkat respectivamente y la fracción 6  posee una disminución de la 
viabilidad media a concentraciones de 70 µg/ml y 55 µg/ml sobre las líneas celulares 
CHO-K1 y Jurkat. Se encontró un mayor efecto citotóxico  sobre la línea celular Jurkat y 
una mayor actividad de la fracción 5, y que corresponden a los resultados encontrados 
por (Márquez et al., 2011) donde se evidencia una mayor actividad citotoxica de la 
fracción 5 en comparación con la fracción 6. 
 
El ensayo del MTT evidenció que la fracción 5 tiene  una citotoxicidad media (IC50)  de 73 
µg/ml y 12 µg/ml sobre las líneas celulares CHO-K1 y Jurkat  y la fracción 6  posee una 
CI50 de 61 µg/ml y 65 µg/ml sobre las líneas celulares CHO-K1 y Jurkat 
correspondientemente, estos resultados confirman el efecto citotóxica encontrada 
mediante la excusión vital del azul de tripano. 
 
Los resultados obtenidos mediante eficiencia de clonación demuestran una reducción en 
la formación de colonias sobre la línea celular CHO-K1 con una ECA del 77, 54.4 y 29.4% 
y una ECR del 88.3, 62.4 y 33.7%  al ser tratadas con la fracción 5 en concentraciones del 
26, 36 y 46 µg/ml y en la fracción 6  una ECA del 74, 71.8, 68.4% y una ECR del 84.9, 
82.3 y 78.4 % en concentraciones de 20, 30 y 40 µg/ml respectivamente demostrándose 
una citotoxicidad dosis dependiente y confirmándose lo encontrado por (Márquez et al., 
2011) superior en la fracción 5. Sobre la línea celar Jurkat al ser tratada con la fracción 5 
se evidenció una reducción en la ECA de 0% y la ECR de 0% en la concentración de 
35µg/ml. Para la fracción 6 redujo la ECA al 7.7% y la ECR a 8.4% en la concentración 
de 55µg/ml. Estos resultados confirman los encontrados por la exclusión de colorante 
vital azul de tripano y los hallados por (Márquez et al., 2011) donde la fracción 5 tiene 
una mayor actividad biológica que la fracción 6. Al correlacionar esta batería de pruebas 
para la actividad citotoxica los resultados demuestran una mayor actividad de la fracción 
5 que la 6 y un mayor efecto sobre la línea celular Jurkat con relación a la línea celular 
CHO-K1. 
24 | Evaluación de la actividad citotóxica, genotóxica y efecto sobre el ciclo celular de fracciones 
obtenidas a partir de la esponja marina Iotrochota birotulata 
 
 
4.2 Genotoxicidad 
 
Mediante el ensayo  de ICH sobre la línea celular CHO-K1 a una concentración de 40 
µg/ml de la fracción 6 se observó una disminución del tiempo de generación que no es 
significativo, de igual manera se encontró un aumento en el número de ICH que no es 
estadísticamente significativo con respecto al control negativo. Para las celulas Jurkat las 
fracciones 5 y 6 a concentraciones de 6 µg/ml y 32 µg/ml respectivamente se encontró un 
aumento en el tiempo de generación siendo mayor el causado por la fracción 6 de igual 
manera se observó un aumento no significativo en el número de ICH.  
 
El ensayo cometa reveló el efecto genotóxico agudo de la fracción 5 y 6 en las 
concentraciones de viabilidad media  para la línea celular CHO-K1 y Jurkat;  para ambas 
líneas se encontró mediante el análisis de varianza a una vía una  y el test de Bonferroni 
una diferencia estadísticamente significativa con respecto al control negativo y entre la 
fracción 5 y 6 siendo la fracción 5 más genotóxica. 
 
4.3 Efecto sobre el ciclo celular  
 
Los resultados obtenidos mediante la función de acumulación muestran que la mitad de 
la CI50  de las fracción 5  y 6  de la esponja marina I. birotulata disminuyen la pendiente 
de la línea recta lo cual significa un alargamiento en el ciclo celular con respecto al 
control negativo  y el control solvente  sobre la línea celular CHO-K1. 
 
De acuerdo al comportamiento de la curva de función de acumulación se puede inferir 
que la fracción 5 y 6 afectaron citostaticamente la línea celular CHO-K1 en el inicio de la 
fase de síntesis.  
  
Las células Jurkat presentaron una disminución en el índice mitótico al ser tratadas con 
las fracciones 5 y 6 demostrando un alargamiento del ciclo celular con respecto al control 
negativo  y el control solvente. La fracción 5 y 6 afectaron citostaticamente la línea celular 
Jurkat en la fase de síntesis, la fracción 5 mostró un efecto marcado en la mitad de la 
fase mientras que la fracción 6 mostró su efecto al inicio de la fase. 
 
Los resultados obtenidos de esta investigación nos llevan a sospechar que en las 
fracciones 5 y 6 de la esponja marina I. birotulata se encuentran moléculas que retrasan 
o detienen el crecimiento y la supervivencia celular. 
  
5 Conclusiones y recomendaciones 
 
5.1 Conclusiones 
 
El presente estudio contribuye al conocimiento de la citotoxicidad, genotoxicidad y efecto 
sobre el ciclo celular de las fracciones 5 y 6 de la esponja marina I. birotulata sobre las 
líneas celulares CHO-K1 y Jurkat. 
 
Se encontró una mayor actividad biológica sobre la línea celular Jurkat en los ensayos de 
citotoxicidad, genotoxicidad y efecto sobre el ciclo celular mostrando un efecto diferente 
sobre el tipo de línea celular; resultado que amplia la posibilidad para postular los 
compuestos presentes en las fracciones como bases para el desarrollo de nuevos 
fármacos antineoplásicos. 
 
La fracción 5 fue más activa que la 6 para los ensayos de citotoxicidad, genotoxicidad y 
efecto sobre el ciclo celular mostrando una actividad dosis dependiente quizás al método 
de obtención y los compuestos presentes en esta.  
 
Las técnicas usadas permitieron llevar a cabalidad el cumplimiento de los objetivos 
planteados dadas su sensibilidad. El uso de estas técnicas contribuyó al establecimiento 
de protocolos de investigación y experiencia necesaria para la realización de futuras 
investigaciones que pretendan evaluar productos naturales con posible uso farmacéutico 
y/o terapéutico. 
 
Este trabajo amplia el conocimiento de los recursos marinos colombianos y muestra la 
posibilidad de crecimiento en la bioprospección de sustancias con potencial 
biotecnológico y económico; a la vez que contribuye a la caracterización biológica de las 
especies dándoles un valor agregado. 
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5.2 Recomendaciones 
 
Se recomienda para mayor asertividad del efecto biológico  de las fracciones evaluadas 
llevar a cabo más técnicas que contemplen el empleo de otros biomarcadores tales como 
la citometría de flujo, indicadores de necrosis y apoptosis  y el uso de otros sistemas 
tanto in vitro como in vivo, de modo tal que se evalúen sistemas como linfocitos de 
sangre periférica entre otros 
 
Dado que los organismos marinos constituyen una fuente importante de sustancias 
bioactivas con estructuras novedosas y con propiedades biológicas y farmacológicas 
potenciales se recomienda caracterizar sus compuestos puros y sus análogos para 
plantear posibles procesos de biosíntesis y/o cultivos celulares de estos organismos de 
forma tal que se proteja la biodiversidad y que la búsqueda de moléculas con actividad 
biológica y de uso terapéutico se haga sustentable para obtener su máximo beneficio. 
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